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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1.  Infecciones respiratorias virales 
Las infecciones respiratorias (IR) son la principal causa de muerte en el mundo en 
niños menores de 5 años de edad en países en desarrollo, siendo la neumonía la 
complicación más grave.1 Dichas infecciones representan un importante problema de 
salud pública debido a su alta incidencia y su fácil propagación en la comunidad. 
Además las IR se asocian con una morbilidad significativa y son la razón más común 
de visitas ambulatorias y hospitalizaciones entre los niños.2 
 
Los principales agentes etiológicos en causar IR son los virus, a pesar de que 
bacterias, hongos y parásitos también pueden ocasionarlas. Dentro de los virus más 
importantes se encuentran el rinovirus humano (RVh), virus de la influenza A (VIA), 
virus de parainfluenza humana, coronavirus, virus sincitial respiratorio, 
metaneumovirus, adenovirus, enterovirus, entre otros.3 
 
Estos agentes etiológicos inducen infecciones respiratorias virales (IRV), y pueden 
afectar tanto el tracto respiratorio superior como inferior. Las infecciones del tracto 
respiratorio superior comprenden las vías aéreas desde las fosas nasales hasta las 
cuerdas vocales de la laringe. Las infecciones del tracto respiratorio inferior 
comprenden las vías aéreas que va desde la tráquea hasta los alvéolos.4 
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1.1.1.  Epidemiología de las infecciones respiratorias virales 
En México en la temporada 2018/2019 el número de casos de IR fueron más de 5 
millones de los cuales más de 27,663 se complicaron a neumonía/bronconeumonía. 
Entre las entidades federales más afectadas durante la semana epidemiológica 36 del 
año 2017, fueron Yucatán, Quintana Roo, Zacatecas, Colima y Aguscalientes.5 El 
número de casos y defunciones por influenza en México en la temporada 2016-2017 
fueron 5220  casos y 417 defunciones de las cuales el subtipo viral más común fue el 
VIA H1N1 con 2618 casos que equivalen a más de la mitad de los casos totales 
reportados y 310 defunciones que equivalen a más del 75% de las defunciones totales. 
 
Actualmente no existe un sistema de vigilancia epidemiológico en México para el 
reporte de los casos de infecciones respiratorias causadas por RVh, sin embargo, 
estudios multicéntricos nacionales han permitido conocer la prevalencia de este virus. 
Wong-chang et al., identificaron que RVh es de los tres principales agentes etiológicos 
en causar estas infecciones en niños menores de 5 años, incluso por arriba de VIA. 
Además, fue el virus más frecuente asociado a co-infecciones virales.6 
 
Por otra parte, el proyecto de vigilancia “The Respiratory Virus Surveillance Project 
(RVSP)” llevado a cabo en la temporada 2015-2016 en el estado de Texas, reportó 
que dentro de los virus más identificados en causar IR se encontraron RVh y VIA. El 
RVh fue más frecuentemente identificado en la temporada otoño-invierno y VIA en 
invierno-primavera.7 
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1.1.2.  Rinovirus Humano 
El RVh es el agente más común en causar infecciones del tracto respiratorio superior 
que usualmente se resuelve dentro de los primeros 5 a 7 días. La infección cursa 
generalmente con síntomas leves como congestión nasal, estornudos, tos y dolor de 
garganta, sin embargo, en algunos individuos puede provocar complicaciones tales 
como exacerbación asmática, bronquiolitis grave y hasta neumonía. A pesar de que 
los síntomas causados por RVh son leves en comparación con otros virus 
respiratorios, es considerado la causa más común de enfermedad respiratoria viral a 
nivel mundial.8 
 
El modo de transmisión de RVh es mediante aerosoles que contienen gotitas 
procedentes de las vías respiratorias y por fomites9. Actualmente no hay 
medicamentos antivirales aprobados para las infecciones causadas por RVh, el 
tratamiento empleado va dirigido en resolver los síntomas generados. 10    
 
El RVh es un virus que pertenece a la familia Picornaviridae, del género Enterovirus, 
es un virus no envuelto, de ARN monocatenario y polaridad positiva que consta de 
aproximadamente 7200 pares de bases las cuales codifican para 11 proteínas virales. 
Su cápside icosaédrica está compuesta por 60 copias de cada una de las cuatro 
proteínas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4; el resto de las proteínas codificadas por 
su genoma participan en su replicación viral. La proteína VP1 es la responsable de la 
adhesión del  virus a receptores de superficie de la célula huésped (Figura 1).9,11 
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Figura 1. Organización genómica y estructura de la partícula viral RVh. Tomada de Christoper 
C. Sobart et al., 2017, Front. Microbiol.12  
 
El RVh se ha clasificado en tres especies: RV-A (80 serotipos), RV-B (32 serotipos) y 
RV-C (55 serotipos). Las clasificaciones de serotipos y especies están determinadas 
principalmente por la identidad de la secuencia de nucleótidos. Además, los serotipos 
dentro de RV-A y RV-B se han clasificado en grupos mayores y menores según su 
especificidad de receptor celular. Los serotipos que usan la molécula de adhesión 
intercelular 1 (ICAM-1) como receptor (68 de los serotipos RV-A y todos los serotipos 
RV-B) pertenecen al grupo principal de receptores. Los 12 serotipos RV-A restantes 
utilizan miembros de la familia de receptores de lipoproteínas de baja densidad (LDLR) 
y pertenecen al grupo de receptores menores. Los serotipos RV-C se unen a CDHR3, 
que es un miembro de la familia de las cadherinas y está involucrado en la 
susceptibilidad al asma infantil.13  
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Dependiendo del tipo de receptor, la internalización de RVh se puede dar a través de 
endocitosis dependiente o independiente de clatrina o mediante macropinocitosis. 
Después de haber ingresado, una disminución en el pH conduce a la liberación del 
material genético, el ARN de cadena negativa sintetizado se replica y se traduce en 
proteínas estructurales (cápside) y no estructurales. El virión se ensambla y 
empaqueta antes de su exportación celular a través de la lisis celular11.  
 
1.1.3. Virus de la Influenza A 
La influenza es una enfermedad respiratoria infectocontagiosa, la cual puede 
presentarse en forma leve a grave y en ocasiones puede llevar a la muerte, el agente 
etiológico es el virus de la influenza. En promedio, los virus de la influenza infectan del 
5 al 10% de la población humana cada año, estos porcentajes pueden ser 
considerablemente más altos en ciertas áreas geográficas o grupos de edad, así como 
cuando los nuevos virus de la influenza se encuentran con una población humana que 
carece inmunidad protectora contra estos nuevos virus14.  
 
El éxito epidemiológico de los virus de la influenza radica en su capacidad de 
propagarse eficientemente de persona a persona. Se han identificado tres 
mecanismos de transmisión: aerosol, gotitas y transmisión por contacto, y la 
importancia relativa de cada mecanismo es un tema de debate hoy en día15. 
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Algunos de los síntomas de la enfermedad pueden ser fiebre con escalofríos, tos, dolor 
de garganta, mucosidad nasal, fatiga, dolores musculares y de cabeza. Los niños, 
personas de la tercera edad y mujeres embarazadas son los grupos más susceptibles 
a desarrollar la forma grave de la enfermedad16. 
 
VIA pertenece a la familia Orthomyxoviridae, es un virus monocatenario de ARN de 
polaridad negativa y envuelto. Su genoma segmentado está compuesto por ocho 
genes que codifican para once proteínas. (Figura 2)17. El ARN viral codifica para una 
subunidad de ARN polimerasa, glicoproteínas virales tales como hemaglutinina (HA) 
la cual facilita la entrada viral y neuraminidasa (NA) que facilita la liberación del virus. 
Además, su genoma codifica para una nucleoproteína viral (NP), la proteína matriz 
(M1), proteína de membrana (M2), la proteína no estructural NS1 y la proteína de 
exportación nuclear (NEP)18.  
 
Figura 2. Organización genómica y estructura de la partícula viral VIA. Tomada de 
Florian Krammer et al., 2018. Nature reviews.18  
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VIA se dividen en subtipos en función de las propiedades antigénicas de las 
glucoproteínas de superficie HA y NA, los dos antígenos virales principales. Asimismo 
son los principales objetivos de los anticuerpos protectores inducidos por la infección 
y la vacunación18.  
 
La proteína HA presente en la envoltura viral puede reconocer los receptores de ácido 
siálico (SA) presentes en la superficie de la célula huésped, el cual es el paso más 
crucial en el proceso de invasión de VIA en un organismo. Los virus de la influenza 
tienen dos receptores celulares comunes: SA α-2,3 galactosa (SAα-2,3-Gal) y SA α-
2,6 galactosa (SAα-2,6-Gal). Se ha encontrado que las cepas de influenza humana se 
unen preferentemente al receptor SAα-2,6-Gal19. El virus entra a la célula por 
endocitosis donde la acidificación induce la fusión de la membrana viral con la 
membrana lisosomal liberando los complejos de ribonucleoproteína en el citoplasma20, 
se transportan al núcleo, se replican y se transcriben por el complejo de polimerasas 
virales. Los complejos de ribonucleoproteína viral y las proteínas estructurales recién 
transportadas se transportan a las membrana plasmática, donde se forman los nuevos 
virus y brotan21. 
 
1.2. Respuesta inmune antiviral 
El inicio de toda respuesta inmune se da por el reconocimiento de estructuras 
presentes en los microorganismos. PRRs (pattern recognition receptors) son 
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receptores que permiten este reconocimiento de las estructuras y se encuentran 
localizados en la superficie celular, endosomas y de forma soluble22. Estos se 
encuentran presentes en una gran variedad de células, entre ellas están las células 
del sistema inmune innato que reconocen PAMPs (pathogen-associated molecular 
patterns) las cuales son estructuras presentes y compartidas entre microorganismos.  
 
Dentro de los PRRs se incluyen a los TLRs (Tol- like receptors) y receptores de lectina 
tipo C presentes tanto en la superficie celular como en endosomas. RLRs (retinoic acid 
inducible gene- I-like receptors), NLRs (nucleotide oligomerization, and binding 
domain-like receptors) y receptores PYHIN (Pyrin-HIN domain) los cuales se 
encuentran de manera soluble22. Los ácidos nucleicos virales producidos en células 
infectadas pueden ser reconocido por PRRs solubles.  
 
Después del reconocimiento de las estructuras virales, los PRRs inician la respuesta 
inmune antiviral, la cual incluye la producción de una gran variedad de citocinas y la 
inducción de la respuesta inmune inflamatoria y más tardíamente la respuesta inmune 
adaptativa23. 
 
Los interferones tipo I (IFN-α e IFN-β) son de las citocinas más importantes producidas 
en respuesta a infecciones virales y tienen como objetivo interferir con la replicación 
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viral en células infectadas, esto debido a la inducción de ISG (interferon-stimulated 
genes). ISGs se expresan en respuesta a interferones tipo I y promueven un estado 
antiviral en células vecinas y restringen el ciclo de replicación viral en células que ya 
han sido infectadas. Además, incrementan las funciones de las células dendríticas y 
monocitos, promueve la respuesta de linfocitos T CD4+ y CD8+, mejora la respuesta 
de células NK y linfocitos B24.  
 
1.3. Macrófagos 
1.3.1. Generalidades 
Los macrófagos (M) son células de la respuesta inmune innata que juegan un papel 
importante en las infeccione virales, estas células participan en los procesos 
inflamatorios, aunque también son cruciales en el mantenimiento de la homeostasis y 
reparación de tejidos dañados. Son células mononucleares que se encuentra  
localizadas en todos los tejidos del cuerpo, donde aparecen como células grandes 
vacuoladas con abundante citoplasma que contiene gránulos lisosomales25. 
 
Estas células se originan durante los diferentes estados del desarrollo embrionario. 
Inicialmente, surgen de células progenitoras mieloides presentes en saco vitelino, 
dando lugar a la microglía, células de Kupffer y células de Langerhans. Posteriormente, 
los monocitos derivados del hígado fetal se diferencian en M tisulares y contribuyen 
a la acumulación de células de Langerhans, estas células migran a piel y a lámina 
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propia del intestino, respectivamente26. En la etapa adulta, se originan a partir de 
células progenitoras mieloides presentes en médula ósea, estas pertenecen al linaje 
de células mononucleares junto con los monocitos de sangre periférica y células 
dendríticas27.  
 
Los M  en los tejidos individuales son notablemente heterogéneos en términos de su 
fenotipo, transcriptoma y epigenóma, aunque muchas de sus funciones se conservan 
en los tejidos, tales como la eliminación de células apoptóticas y células senescentes. 
Las poblaciones individuales de M se adaptan a las necesidades de su entorno y 
cumplen funciones específicas según el tejido donde se localicen, dicha 
heterogeneidad no es sorprendente, dadas las diferencias sustanciales entre los 
órganos en términos de sus funciones fisiológicas, exposición a la microbiota, 
nutrientes y metabolitos, y el hecho de que los M se desarrollan de forma 
sincronizada con su órgano de residencia25.  
 
Estas células tienen una amplia distribución y están preparadas para responder ante 
cualquier amenaza local existente, gracias a  que poseen una amplia variedad de 
receptores, los cuales les permiten reconocer y responder a una gran variedad de 
ligandos28. Dentro de estos receptores se encuentran a) receptores de reconocimiento 
de patrones (PRRs) intracelulares y de superficie celular que detectan patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMP) y patrones moleculares asociados a daño 
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(DAMP); b) receptores de células apoptóticas; c) receptores de citocinas como IFN-γ 
e IL-4 que promueven la polarización de M  M1 y M2, respectivamente; d) receptores 
de neurotransmisores; e) receptores que regulan la activación o inhibición de M ; y f) 
integrinas que median la interacción con la matriz extracelular. Los M producen 
numerosas moléculas que contribuyen a la remodelación e inflamación del tejido y 
median el aclaramiento de los cuerpos apoptóticos, los desechos celulares y los 
compuestos solubles. Las actividades fagocíticas y endocíticas elevadas, así como la 
motilidad, son fundamentales para la capacidad de los M para llevar a cabo todas 
sus funciones en los tejidos28. 
 
1.3.2. Polarización de macrófagos 
La primera evidencia de la polarización de M fueron debido al descubrimiento que la 
citocina IL-4 podía inducir diferentes efectos en la expresión de genes en M en 
comparación con el efecto producido por IFNγ y LPS. En contraste con la activación 
clásica de M por interferón γ (IFN γ)29, la expresión génica de M inducida por IL-4 
se describió como activación alternativa. 30 
 
Mas tarde se propuso el concepto M M1 y M M2 debido a la expresión diferencial 
en el metabolismo de la arginina en modelo murino. M de ratones de cepas 
prototípicas Th1 (C57BL/6, B10D2) se activaban más fácilmente para producir óxido 
nítrico (NO) al ser estimulado con IFNγ o LPS que los M de cepas prototípicas Th2 
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(BALB/c). En cambio, el LPS estimula los M Th2 para aumentar el metabolismo de 
la arginina hacia la generación de ornitina.31 32 
 
Los M poseen una alta plasticidad biológica lo que explica la gran diversidad de 
funciones que pueden llevar acabo. Estas células pueden adoptar diferentes fenotipos 
en base a diferentes señales microbianas y del microambiente en el que se 
encuentran. Aunque existen varias subpoblaciones de M conocidas hoy en día los 
más estudiados son M M1 y M M2 las cuales se les atribuye diferentes funciones, 
además, cada una se caracteriza por el repertorio de citocinas y quimiocinas que 
liberas, así como marcadores de superficie.33.  
 
1.3.3. Macrófagos M1 y M2 
Los M M1 son M inflamatorios caracterizados por una presentación eficaz del 
antígeno, una alta actividad bactericida y la producción de citocinas proinflamatorias y 
especies reactivas de oxígeno y nitrógeno. En cambio, a M M2 se les atribuye 
funciones inmunorreguladoras debido a la secreción citocinas antiinflamatorias, 
disminuir la producción de citocinas proinflamatorias y poseen una presentación de 
antígeno menos eficiente. Además, M M2 son predominantemente M reguladores 
involucrados en la remodelación de tejidos, progresión tumoral, curación de heridas, 
angiogénesis, respuestas anti-helmintos y reacciones alérgicas34. 
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Después de la estimulación con TNF-α, IFN-γ y/o LPS, los M se polarizan a M1 o 
activados clásicamente, esto debido a la activación de factores de transcripción 
nuclear y proteínas reguladoras como STAT1 (transductor de señal y activador de la 
transcripción 1), NF-kβ (factor nuclear kappa beta), PI3K (fosfoinositol 3-quinasas) y 
MAPK (proteína quinasas activadas por mitógenos) lo que conduce en la activación de 
citocinas inflamatorias, quimiocinas y oxido nítrico33.  
 
Los M M2 o activados alternativamente incluyen a los M2a, M2b y M2c. El fenotipo 
M2a se produce in vitro por exposición a IL-4 y/o IL-13, que actúa a través del receptor 
común de IL-4Rα para aumentar la expresión de CD206, arginasa y TGFβ. El fenotipo 
M2b se produce por exposición a una combinación de complejos inmunes IgG y LPS, 
lo que aumenta la producción de IL-10 y disminuye la producción de IL-12, impartiendo 
potentes propiedades antiinflamatorias. La exposición in vitro a IL-10 o 
glucocorticoides produce el fenotipo M2c, que se caracteriza de manera similar por 
una alta producción de IL-10 y baja producción de IL-12, así como una alta expresión 
del receptor scavenger (Figura 3)35.  
 
Dentro de este espectro, las funciones de cicatrización de heridas o reparación de 
tejidos se atribuyen frecuentemente a M  M2a, aunque estos también pueden llevar 
a cabo otras funciones como fagocitosis, secreción de citocinas y factores de 
crecimiento y remodelación de la matriz35.  
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2. ANTECEDENTES 
 
Las co-infecciones respiratorias virales son frecuentes en pacientes, entre las 
principales se encuentra  RVh con el VIA36. Las células epiteliales del tracto respiratorio 
son las principales células infectadas por RVh11 y VIA20, sin embargo, recientes 
estudios han demostrado que también pueden infectar M 38. Además, los M son 
los leucocitos más abudantes encontrados en el tracto respiratorio y son una fuente 
importante de producción de citocinas y quimiocinas, por lo que desempeñan un papel 
importante en la respuesta inmune antiviral39. Actualmente, existen pocos modelos de 
co-infección reportado con dichos virus, por lo que importante investigar cuales son los 
mecanismos involucrados que permitan el establecimiento de dicha co-infección. 
 
Actualmente, se ha observado que el estadio de polarización de M  M1 y M2 se ha 
relacionado con el control o el progreso de las infecciones, siendo reportado los M 
M2 más susceptibles a infecciones virales tal como lo es la infección por el virus de 
VIH40 y diferentes subtipos VIA38 41. 
 
En la actualidad se conoce poco del efecto de la infección  de RVh sobre la polarización 
de los M. Nagarkar D. et al., observaron que los M sobre expresaban marcadores 
de polarización M2; IL-13 y otras citocinas de tipo 2 en respuesta a la infección de RVh 
ex vivo42. Por otro lado, Chung et al., reportaron un aumento en la expresión del 
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marcador CD206 (receptor de manosa) y una alta producción de IL-13 en ratones 
BALB/c infectados con RVh, cuando se comparó con el grupo control, ambos 
marcadores de M M2.43  
 
M M2 poseen una respuesta atenuada de IFN-β e IFN-λ1, los cuales son 
fundamentales en la respuesta inmune antiviral44. La expresión deficiente de 
interferones en pacientes asmáticos se correlaciona con una mayor replicación de 
RVh45 46. En cambio, M M1 son importantes en la respuesta inmune contra virus47.  
 
En contraparte, Charu et al observaron un distintivo patrón de expresión en M 
polarizados M1 y M2 cuando eran infectados con el RVh, donde la infección con el 
RVh indujó la expresión diferencial de 195 genes distintos en M M1 pero solo siete 
genes distintos en células polarizadas M2. La qPCR demostró una mayor expresión 
de CCL8, CXCL10, TNFSF10, TNFSF18, IL-6, NOD2 y GSDMD y una expresión 
reducida de VNN1, AGO1 y AGO2. Juntos, estos datos muestran que, en contraste 
con los M polarizados M2, la expresión génica de los M M1 está altamente regulada 
por RVh39. 
 
Las investigaciones acerca del efecto del VIA sobre la polarización de los M también 
son limitadas. Geiler et al., utilizaron M derivados de monocitos humanos para 
posteriormente infectarlos con distintas cepas del VIA, destacando la cepa pandémica 
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del 2009 H1N1 y observaron una alta producción de citocinas proinflamatorias (TNF-α 
e IL-6) a diferentes tiempos con distintas cepas de VIA utilizadas48.  
 
Por otra parte, Dutry et al., reportaron una mayor susceptibilidad de M M2 a la 
infección por el VIA, lo anterior fue comprobado por la presencia de una mayor carga 
viral cuando fueron infectados con distintas cepas del VIA (H1N1, H9N2 y H5N1) en 
comparación con los M M138. Similarmente al anterior estudio, los M M2 derivados 
de médula ósea de ratones 129 Sv/Ev mostraron niveles más altos de antígeno viral 
(VIA H1N1 cepa A/WSN/33) y altos niveles de mRNA de la proteína M1 viral sintetizado 
en estas células41. 
 
Como se mencionó previamente entre las co-infecciones virales respiratorias más 
frecuentes se encuentra RVh con el VIA, por un lado, se ha visto que RVh puede 
modular el estadio de polarización de los M  a un fenotipo M2, y estas subpoblaciones 
de M son más susceptibles al VIA. Por lo tanto, la co-infección entre estos dos virus 
respiratorios podría ser posible en M. Las investigaciones acerca de este mecanismo 
no han sido estudiadas por completo por lo cual es importante investigar cuales son 
los mecanismos inmunológicos involucrados en las co-infecciones virales en la 
particular la co-infección: RVh y VIA. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
Las infecciones respiratorias son causadas principalmente por virus, RVh y VIA son 
los más frecuentemente identificadas, además es considerada una de las co-
infecciones más comunes.  
Los M son importantes mediadores de la respuesta inmune innata en el control de 
las infecciones virales, su estadio de polarización M1 y M2 se ha relacionado con el 
control o establecimiento de infecciones.  
Por lo tanto, es importante investigar el efecto de la infección del rinovirus humano en 
la polarización de M y observar el impacto en el establecimiento de la co-infección 
con virus de influenza A. 
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4. HIPÓTESIS 
 
El rinovirus humano 1B induce la polarización de los M a M2 permitiendo el 
establecimiento de la co-infección con el VIA H1N1. 
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5.  OBJETIVO GENERAL 
 
Analizar el efecto de la infección del rinovirus humano 1B y la co-infección del virus 
de influenza A H1N1 sobre la polarización de M. 
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6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Desarrollar un modelo de diferenciación para la generación de M en la línea 
celular monocítica THP-1. 
 
2. Desarrollar un modelo de monoinfección y co-infección con RVh y VIA en M 
THP-1. 
 
3. Analizar la polarización de M M1 y M M2 (M2a y M2c) generados durante la 
monoinfección y co-infección con RVh y VIA. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
7.1. Partículas virales 
Para las infecciones se partió de concentrados (stock) virales los cuales fueron 
obtenidas de la ATCC. La replicación viral de RV 1B se generó en la línea celular 
H1HeLa, en cambio, para la replicación viral del virus de influenza A H1N1 se utilizó la 
línea celular MDCK (Tabla 1). Para evaluar la actividad de las partículas virales se 
utilizó la técnica de TCID50, la cual determina la cantidad de virus necesaria para 
destruir o producir cualquier otro tipo de efecto citopático en el 50% de las células en 
monocapa.  
 
Tabla 1. Descripción partículas virales. 
Partícula viral Rinovirus humano 1B Virus de influenza A (H1N1) 
Cepa B632 A/Virginia/ATCC1/2009 
Clasificación Picornaviridae, Enterovirus 
 
Orthomyxoviridae 
Propagación H1HeLa  
 
MDCK 
Efecto en el 
hospedero 
Redondeo y desprendimiento Células refráctiles y 
redondeadas con 
degeneración celular 
 
 
7.2. Manejo y propagación de la línea celular THP-1  
La línea celular monocítica THP-1 fue obtenida de la ATCC y cultivada en medio RPMI 
1640 (Gibco) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Gibco) inactivado por calor 
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(30 minutos a 56 °C), 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco) y 2-mercaptoetanol (0.05 
mM) (Sigma). Para la propagación de la línea celular utilizaron frascos de cultivo T25 
y T75 (Corning). El cambio de medio de cultivo se realizó cada 2 a 3 días (Tabla 2).  
 
Tabla 2. Descripción de la línea celular THP-1. 
Línea celular THP-1 (ATCC TIB 202) 
Organismo Homo sapiens, humano 
Tejido Sangre periférica 
Enfermedad Leucemia monocitica aguda 
Tipo celular Monocitos 
Edad 1 año 
Genero Hombre 
Morfología Monocitos 
Crecimiento Suspensión 
 
 
7.3. Desarrollo del modelo de diferenciación de macrófagos THP-1. 
Las células THP-1 fueron sembradas a una densidad celular de 2.5x105 o 5.0x105 en 
placas de 12 y 24 pozos, en las condiciones de cultivo descritas anteriormente. Para 
la diferenciación de los monocitos a M se utilizaron concentraciones de 0 nM 
(control/monocitos), 20 y 40 nM de PMA por 48 horas. Posteriormente, se hizo cambio 
de medio de cultivo (sin estímulo) y se incubó por 24 horas. Se hicieron las siguientes 
determinaciones para comprobar dicha diferenciación: morfología y fagocitosis. 
Además, se midió viabilidad celular para observar si el tratamiento con PMA empleado 
tenía un efecto citotóxico sobre los M (Figura 3). 
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Figura 3. Modelo de diferenciación celular. 
 
7.3.1. Morfología y prueba de fagocitosis  
Las células fueron descritas en base a forma, tamaño y propiedad de adhesión 
tomando de referencia el control (monocitos THP-1). Los M son células fagocíticas, 
para mostrar dicha característica, las células fueron sembradas a una densidad celular 
de 2.5x105 células por pozo y estas fueron incubadas con perlas de látex (1:10) por 3 
horas, 37 °C y 5% de CO2.  
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7.3.2.  Viabilidad celular 
Para la viabilidad celular se utilizó el colorante azul de tripano el cual es permisivo para 
células muertas. Los M se contaron en cámara de neubauer y se calculó el % de 
células viables. 
 
7.4. Modelo de monoinfección y co-infección viral 
Los M fueron sembrados en placas de 6 pozos a una densidad celular de 1.0 
x106/2ml/pozo con medio RPMI 1640 completo. Terminado el tiempo de reposo de 24 
horas sin PMA los M fueron infectados un grupo con RVh (MOI: 1) y otro grupo 
independiente con VIA (MOI: 1), las placas fueron incubadas por 1 hora a 37 °C y 5 % 
de CO2 con agitación de placa cada 15 min. Después de la hora se retiró el medio de 
infección, se hicieron lavados con PSB 1x estéril y se agregó el medio fresco. Los M 
infectados con RVh fueron incubados, una placa por 24 horas y otro independiente por 
48 horas, esto mismo se realizó con las células infectadas con VIA. Los M con medio 
de cultivo, sin virus, se utilizaron como control. 
 
Para las co-infecciones virales los M fueron sembrados similarmente en placas de 6 
pozos a una densidad celular de 1.0 x106/2ml/pozo con medio RPMI 1640 completo. 
Terminado el tiempo de reposo de 24 horas sin PMA, los M fueron infectados con el 
RVh (MOI: 1) y se incubaron por 1 hora a 37 °C y 5 % de CO2 con agitación de placa 
cada 15 min. Después se retiró el medio de infección, se hicieron lavados con PSB 1x 
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estéril y se agregó el medio fresco, las placas fueron incubadas por 24 horas. A las 24 
horas se retiró el sobrenadante y posteriormente las células fueron infectadas con VIA 
(MOI: 1), las placas fueron incubadas por 1 hora a 37 °C y 5 % de CO2 con agitación 
de placa cada 15 min. Después se retiró el medio de infección, se hicieron lavados con 
PSB 1x estéril y se agregó el medio fresco, las placas fueron incubadas por 24 horas 
para su análisis. Este mismo procedimiento se llevó también a la inversa, es decir, 
primero la infección con VIA y posterior infección con el RVh (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Grupos experimentales 
Mo → RVh 24 horas 
Mo → RVh 48 horas 
Mo → VIA 24 horas 
Mo → VIA 48 horas 
Mo → RVh (24 horas) → VIA 24 horas 
Mo → VIA (24 horas) → RVh 24 horas 
 
7.4.1. Determinación de la carga viral 
En cada grupo experimental se utilizaron 2.5x105 M para la extracción del ARN viral 
empleado el kit comercial de QIAamp Viral RNA Mini kit (# de cat. 52906). Las células 
fueron congeladas y descongeladas para la lisis celular, posteriormente, una serie de 
centrifugaciones en columnas para la eliminación de restos celulares como proteínas 
y ADN para por último recuperar el ARN viral. La calidad y pureza se determinó usando 
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los parámetros 280/260 y 260/230 con NANODROP2000. El ARN viral se almacenó a 
– 80 °C hasta su uso. 
1. Para cada muestra de ARN o curva estándar, se preparó una mezcla de reacción 
empleando Brillant III Ultra Fast QRT-PCR Master Mix (Agilent Technologies, 
Cat. 600884) de acuerdo con la siguiente tabla: 
 
Tabla 4. Mezcla de reacción para PCR cuantitativa para RVh y VIA. 
Componentes Volumen  
2X Máster Mix RT-qPCR 5 µL 
DTT 0.1 µL 
Mix Primer/probe FluA-M1 o 
Mix Primer/probe HRV_spp 
0.5 µL 
Agua librea de DNasa/RNasa 1.4 µL 
Volumen final 7.5 µL 
 
2. Se agregó 7.5 µl de estas mezclas a cada pocillo de acuerdo con la configuración 
de su placa experimental qPCR. 
3. Se agregó 2.5 µl de plantilla de ARN a cada pocillo, de acuerdo con la 
configuración de su placa experimental. Para pozos de control negativo, se usó 
5 µl de agua libre de RNasa / DNasa. El volumen final en cada pocillo fue de 10 
µl. 
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4. Preparación de series de dilución de curva estándar para RVh y VIA., empleando 
los kit de Genesig HRV_ spp (cat. Path-HRVsp all subtypes) y FluA-M1 (cat. Path-
Flu-A-M1). 
- Se agregó 90 µl de tampón de preparación de plantilla a 5 tubos y se etiquetó 2-6 
- Se agregó 10 µl de plantilla de control positivo (RVh o VIA) en el tubo 2 
- Se mezclo con ayuda de vortéx.  
- Se agregó 10 µl del tubo 2 al tubo 3 
-Se mezclo con ayuda de vortéx. 
Se repitieron los pasos 4 y 5 para completar las diluciones.  
 
Tabla 5. Diluciones para construcción de curva estándar de RVh y VIA. 
Curva estándar para RVh o VIA Número de copias 
Tubo 1 - Control positivo 2x105/µL 
Tubo 2 2x104/µL 
Tubo 3 2x103/µL 
Tubo 4 2x102/µL 
Tubo 5 20/µL 
Tubo 6 2/µL 
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5. Se agregó 2.5 µl de templado estándar a cada pocillo para la generación de la 
curva estándar de acuerdo con la configuración de su placa. El volumen final en 
cada pocillo fue de 10 µl. 
6. Enseguida se muestran las condiciones de amplificación (Tabla 6) 
 
Tabla 6. Condiciones de PCR para la detección de RVh y VIA. 
Ciclos Paso Tiempo Temperatura 
1 Transcripción reversa 10 min 50 °C 
1 Desnaturalización 3 min 95 °C 
50 Desnaturalización 5 seg 95 °C 
Alineamiento y amplificación 
(Recolección de datos) 
10 seg 60 °C 
 
7.4.2. Inmunofenotipo de macrófagos 
Para evaluar los distintos fenotipos de M generados durante la monoinfección y co-
infección viral, M fueron recuperados y teñidos intracelularmente con anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra TNFα, IL-4 e IL-10 (Tabla 4). TNFα como un marcador 
para M1, IL-4 como un marcador de M2a e IL-10 como un marcador distintivo de M2c. 
Para la tinción y posterior análisis por citometría de flujo se utilizó el siguiente protocolo.  
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Tabla 7. Anticuerpos utilizados en el análisis por citometría de flujo. 
Anticuerpo Isotipo Clona Marca Fluorocromo x 106 
células 
Catalogo 
IL-10 Mouse 
IgG1 
127107 R&D PerCP 10 l IC2172C 
 
IL-4 Mouse 
IgG1 
8D4-8 Invitrogen APC 5 l 17-7049-42 
 
TNF Mouse 
IgG1 
Mab11 Invitrogen APC 5 l 17-7349-82 
 
 
 
4 horas antes de recuperar las células, se agregó un 1 µL de brefeldina (para 
detener el aparato de Golgi) a cada pozo y se incubó la placa a 37 °C. 
1. Se colocó una bolsa refrigerante por debajo de la placa, esto permite una mejor 
recuperación de células que se adhieren a la placa.  
NOTA: Se colocó una gasa de algodón en medio de la placa y bolsa 
refrigerante.   
2. Los M fueron recuperadas con PBS 1x frío estéril y fueron ajustadas a la 
concentración deseada (1.25x105) en cada tubo previamente rotulado.  
Tubo 1= M (Control) sin tinción 
Tubo 2= M M1 TNF-APC 
Tubo 3= M M2a/M2c, IL4-APC/IL10-PerCP. 
3. Se centrifugó a 1200 rpm por 8 min a 4 °C. 
4. Se eliminó el sobrenadante 
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5. Se agregó 250µL de solución fixation/permeabilization al botón celular. Se 
mezcló y se incubó por 20 min a 4°C.  
6. Los M fueron lavadas 2 veces con 1 ml de buffer BD Perm/Wash 1X 
(preparación: 1 ml BD Perm/Wash 10X + 9 ml de agua destilada), se mezcló y se 
centrifugó a 1200 rpm por 8 min a 4 °C. 
7. Después, los M fueron resuspendidas en 50 µL de buffer BD Perm/Wash 1X, 
el cual contiene la concentración de anticuerpos deseada. 
8. Se agregó 50 µL a cada tubo, se mezcló y se incubó a 30 min a 4 °C en oscuridad. 
9. Posteriormente, los M fueron lavados dos veces con 1 ml de buffer BD 
Perm/Wash 1X, se mezcló y se centrifugó a 1200 rpm por 8 min a 4 °C. 
10. El botón celular obtenido se resuspendió en 200 µL buffer de tinción (PBS 1X 
estéril + BSA). 
11. Los tubos fueron almacenados a 4 °C en oscuridad antes de sus análisis. 
12. La citometría de flujo se realizó en el equipo BD FACS Canto II y los datos fueron 
analizados con ayuda del software BD FACSDiva 8.0.2. 
 
 
7.4.3. Cuantificación de los niveles de TNFα en macrófagos 
Para la determinación de TNFα se utilizó el kit de ELISA Human TNF Alpha Uncoated 
ELISA (# catalogo: 88-7346, Invitrogen). 
1. Se agregó 100 µL de anticuerpo de captura previamente diluido en Coating 
Buffer, se selló y se incubó toda la noche a 4 °C.  
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2. Se aspiró cada pozo y se lavó 3 veces con >250 µL/pozo de Wash Buffer. Se 
dejó 1 minuto durante cada paso de lavado ya que aumenta la efectividad de los 
lavados. Se seco la placa sobre papel absorbente para eliminar cualquier residuo 
del Buffer.  
3. Se bloqueo con 200 µL/pozo con ELISA / ELISPOT Diluent (1X). Se incubó a 
temperatura ambiente durante 1 hora.  
4. Se realizaron diluciones seriadas del estándar más alto para hacer la curva 
estándar para un total de 8 puntos. Se agregó 100 µL de cada dilución a los 
pocillos apropiados.  
5. Se agregó 100 µL/pozo de cada muestra a los pocillos apropiados.   
6. Se agregó 100 µL de ELISA / ELISPOT Diluent (1X) al pozo del blanco.  
7. Se sello la placa y se dejó incubando a temperatura ambiente durante 2 horas.   
8. Se preparó el anticuerpo de detección conforme a las instrucciones del 
fabricante.  
9. Se aspiró cada pozo y se lavó conforme al pazo 2. Se repito para un total de 3-5 
lavados. Se dejó 1 minuto durante cada paso de lavado ya que aumenta la 
efectividad de los lavados. Se seco la placa sobre papel absorbente para eliminar 
cualquier residuo del Buffer.  
10. Se agregó 100 µL/pozo de anticuerpo de detección previamente diluido en 
ELISA/ELISPOT (1X) Diluent.  
11. Se sello la placa y se dejó incubando a temperatura ambiente durante 1 hora.  
12. Se preparó la Avidin-HRP conforme a las instrucciones del fabricante.  
13. Se aspiró cada pozo y se lavó conforme al pazo 2. Se repito para un total de 3-5 
lavados. Se dejó 1 minuto durante cada paso de lavado ya que aumenta la 
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efectividad de los lavados. Se seco la placa sobre papel absorbente para eliminar 
cualquier residuo del Buffer.  
14. Se agregó 100 µL/pozo de Avidin-HRP previamente diluido en ELISA/ELISPOT 
(1X) Diluent.  
15. Se sello la placa y se dejó incubando a temperatura ambiente durante 30 minutos.   
16. Se aspiro cada pozo y se lavó conforme al pazo 2. En este paso de lavado, se 
dejó en Wash Buffer durante 1 a 2 minutos antes de la aspiración. Se repitió para 
un total de 5-7 lavados.  
17. Se agregó 100 µL/pozo de Solución TMB 1X a cada pocillo.  
18. Se incubó la placa a temperatura ambiente durante 15 minutos.  
19. Se agregó 50 µL de solución de parada a cada pocillo.  
20. Se leyó la placa a 450 nm en lector de placa de ELISA. 
 
7.5. Análisis estadístico  
Para el análisis estadístico se realizaron pruebas de ANOVA de una vía y análisis de 
comparación múltiple de Tukey o pruebas de t de student no pareadas utilizando el 
software GraphPad 7.0. Se consideró como significativo todo resultado con una 
P<0.05. 
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8. RESULTADOS 
 
8.1. Desarrollo del modelo de diferenciación en línea THP-1. 
La línea celular THP-1 son monocitos que poseen una morfología redonda, un tamaño 
homogéneo y su crecimiento en medio de cultivo es en suspensión (Figura 4). Para el 
estudio de M, THP-1 tienen que llevar un proceso de diferenciación celular, para este 
fin se eligió el forbol miristato acetato (PMA), el cual es ampliamente utilizado para la 
diferenciación de monocitos a M. La transformación de los monocitos a M se evaluó 
tomando en cuenta los cambios morfológicos. 
 
Figura 4. Línea celular monocítica THP-1 (ATCC TIB 202). 
 
Existe una gran variedad de protocolos utilizados para la diferenciación de M, estos 
varían en la concentración de PMA utilizada, el tiempo con el estímulo, así como el 
tiempo de reposo (sin PMA). Se utilizaron concentraciones de 20 nM y 40 nM de PMA, 
un tiempo de 48 horas con el estímulo y un tiempo de reposo de 24 horas.  
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Después de un tiempo reposo de 24 horas las células presentaron prolongaciones 
celulares asemejando una morfología de fibroblastos, además, incrementaron su 
tamaño y se volvieron células adherentes a la placa, características distintivas de M 
derivados de THP-1. En las dos concentraciones utilizadas se observaron estas 
mismas características morfológicas (Figura 5). 
 
Figura 5. Morfología de M THP-1 diferenciados con PMA. A) 20 y B) 40 nM PMA. 
 
Una característica distintiva de los M es su fuerte capacidad fagocítica, debido a esto 
M THP-1 fueron incubados con perlas de látex (relación 1:10) para observar, de 
manera cualitativa, si estas células poseían propiedades fagocíticas. Independiente de 
la concentración utilizada, los M mostraron la capacidad de fagocitar las perlas de 
látex al tiempo evaluado (Figura 6).   
A) B) 
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Figura 6. Capacidad fagocítica de M THP-1 diferenciados con PMA. A) 20 y B) 40 nM 
PMA. 
 
Para determinar si las diferentes concentraciones de PMA empleadas presentaban un 
efecto citotóxico, se evaluó el % de viabilidad celular utilizando azul de tripano. El azul 
de tripano es un colorante que se utiliza para ensayos de viabilidad ya que permite 
distinguir entre células viva y muertas. Como podemos observar en la siguiente figura 
las células presentaron una mayor viabilidad al utilizar la concentración de 20 nM 
comparado con la concentración de 40 nM de PMA (P<0.01) (Figura 7). Además, no 
se observó diferencia significativa entre la concentración de 20 nM utilizada y el control. 
 
 
A) B) 
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Figura 7. Porcentaje de viabilidad celular de M THP-1 diferenciados con PMA. ANOVA de 
una vía P<0.01. Prueba de comparación múltiple de Tukey, n=5. **P<0.01, ns= no significativo. 
 
Finalmente, después de elegir la concentración de 20 nM de PMA para la 
diferenciación de los monocitos a M, se evaluó si dicha concentración elegida podía 
tener un efecto en la polarización de M, por lo que se midió la producción intracelular 
de TNFα, IL-4, IL-10 e IL-4/IL-10 por medio de citometría de flujo. Como podemos 
observar en la siguiente grafica la concentración de 20 nM de PMA no afectó 
significativamente la producción de las citocinas evaluadas cuando se comparó cada 
una con su control sin tinción (Figura 8).  
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Figura 8. Porcentaje de células TNFα+, IL-4+, IL-10+ e IL-4+/IL-10+ en M THP-1 
diferenciados con 20 nM de PMA. Prueba de t no pareada. ns= no significativo. ST: sin tinción.  
 
Debido a los resultados anteriores se eligió trabajar con la concentración de 20 nM 
para los posteriores experimentos. 
 
8.2. Establecimiento del modelo de monoinfección y co-infección viral 
Antes de determinar la carga viral de RVh y VIA de los grupos experimentales 
establecidos, se construyeron curvas estándares haciendo diluciones seriadas de un 
control positivo que fue provisto por cada kit, las diluciones se realizaron de acuerdo 
con las indicaciones del fabricante. Enseguida se muestran las curvas de cada virus 
(Figura 9 y 10).  
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Figura 9. Curva estándar empleando el control positivo para el RVh. 
 
.  
Figura 10. Curva estándar empleando el control positivo para el VIA. 
 
Los M de todos los grupos experimentales fueron recuperados a los tiempos de 
infección programados para la extracción del ARN viral. Posteriormente, se utilizaron 
primers y sondas específicas para la realización de qRT-PCR.  
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Como podemos observar en la siguiente figura, en todos grupos experimentales se 
logró establecer la infección con el RVh, siendo a las 24 horas el pico más grande de 
copias de ARN detectado, sin embargo, esta disminuyó significativamente a las 48 
horas (P<0.05). En los grupos experimentales de co-infección se logró detectar 
mayores copias de material genético viral cuando se infectó previamente con VIA y 
posteriormente con el RVh en comparación con RVh/VIA (P<0.0001) (Figura 11). 
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Figura 11. Cuantificación del número de copias de ARN/µL del RVh por qRT-PCR. ANOVA de 
una vía P<0.0001. Prueba de comparación múltiple de Tukey, n=3. *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, ****P<0.0001, ns= no significativo. 
 
Similarmente, se logró observar el establecimiento de la infección con el VIA en todos 
los grupos experimentales, detectándose las mayores cantidades de copias de ARN 
viral a las 24 horas comparado con el grupo de las 48 horas (P<0.0001). En los grupos 
experimentales de co-infección se logró detectar mayores copias de material genético 
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viral cuando se infectó en un principio con RVh y posteriormente con el VIA sin 
embargo no fue un resultado significativo (Figura 12). 
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Figura 12. Cuantificación del número de copias de ARN/µL del VIA por qRT-PCR. ANOVA de 
una vía P<0.0001. Prueba de comparación múltiple de Tukey, n=3. *P<0.05, ****P<0.0001, 
ns= no significativo. 
 
 
8.3. Efecto en la polarización de macrófagos 
Una vez establecido los modelos de monoinfección y co-infección en M THP-1 y 
verificado por qRT-PCR, se evaluó el efecto de la infección del RVh y/o VIA sobre 
polarización de los M Las células fueron recuperadas para determinar los niveles 
intracelulares de citocinas relacionados con M M1 (TNFα), M2a (IL-4) y M2c (IL-10) 
por citometría de flujo. 
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Primero y para una mejor comprensión del análisis de citometría de flujo se empezó 
creando gates o gráficos de dot plot los cuales nos permiten ir seleccionar nuestra 
población de interés y así hacer un análisis más preciso. Como primer paso se 
eliminaron los dobletes y tripletes celulares los cuales pueden guiar a un inadecuado 
análisis, por ello el primer gate que se utilizó fue FSC-A vs FSC-H para excluirlos. 
Posteriormente, se utilizó el gate FSC-A vs SSC-A, los cuales son comúnmente 
usados para identificar células en base a su tamaño y complejidad respectivamente. 
Por último, para establecer nuestra población negativa y positiva para cada citocina se 
usaron controles sin tinción. 
 
La primera subpoblación de interés que se evaluó fueron los M M1, utilizando como 
marcador distintivo TNFα. Como podemos ver en la siguiente figura se observó un 
incremento en el % de M TNFα + a las 24 horas en los grupos infectados con RVh y 
VIA al ser comparados con el control basal, sin embargo, este efecto disminuyó 
drásticamente a las 48 horas en ambos grupos. De manera similar, se observó un 
incremento en el % de M TNFα + en los grupos experimentales RVh/VIA y VIA/RVh, 
aunque este fue menor que los grupos de monoinfección (Figura 13 y 14). 
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Figura 13. Análisis de la expresión de TNFα en M monoinfectados y co-infectados con RVh 
y VIA por citometría de flujo. 
43 
 
B a s a l R V h  2 4 h IV A  2 4 h R V h  4 8 h IV A  4 8 h R V h /IV A IV A /R V h
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
%
 
M
a
c
ró
fa
go
s
 
T
N
F

 
Figura 14. Expresión de TNFα en M monoinfectados y co-infectados con RVh y VIA. ANOVA 
de una vía P<0.05. Prueba de comparación múltiple de Tukey, n=3. ns. 
 
Para complementar los resultados de citometría de TNFα se decidió medir los niveles 
de esta citocina en lo sobrenadantes de todos los grupos experimentales evaluados. 
Como podemos observar a continuación (Figura 15), M secretan grandes cantidades 
de TNFα cuando son infectados con el RVh (P<0.01) y VIA (P<0.0001) a las 24 horas 
comparado cada uno con el control basal, siendo el VIA el que más induce la 
producción de TNFα en comparación con los M infectados con RVh a las 24 horas 
(P<0.0001). Pese a esto, a las 48 horas se observó que la secreción de TNFα 
disminuye drásticamente en el grupo de RVh comparado con RVh a las 24 horas 
(P<0.01) y en el grupo de VIA comparado con VIA a las 24 horas (P<0.0001). 
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En los grupos de co-infección no se logró observar un aumento en la producción de 
esta citocina.   
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Figura 15. Producción de TNFα en M monoinfectados y co-infectados con RVh y VIA. 
ANOVA de una vía P<0.0001. Prueba de comparación múltiple de Tukey, n=3. **P<0.01, 
****P<0.0001. 
 
Otras subpoblaciones de M que se evaluaron en los grupos experimentales descritos 
previamente fueron los M M2a y M2c. IL-4 se utilizó como un marcador distintivo de 
M M2a. Como podemos observar en el cuadrante superior izquierdo de los gráficos 
de dot plots no se observó un incremento en el % de M IL-4+ cuando fueron 
infectados con RVh y VIA (monoinfección) a las 24 horas. Sin embargo, a las 48 horas 
se logró observar un aumento en el % M IL-4+ cuando fueron infectados con RVh 
con respecto al control (P<0.001) y el grupo de M infectado con RVh por 24 horas 
(P<0.001). Similarmente, a las 48 horas se observó un aumento en el % M IL-4+ 
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cuando fueron infectados con VIA con respecto al control (P<0.01) y el grupo de M 
infectado con VIA por 24 horas (P<0.01). Además, no se logró observar diferencia 
significativa al comparar el % de M  IL-4+ de los grupos M  infectados con RVh y 
M  infectados VIA a las 48 horas. 
 
Interesantemente, se logró observar que la co-infección viral por estos dos virus 
incrementaron el % de M  IL-4+ (Figura 16 y 17). No obstante, no se observó 
diferencia significativa en el % de M  IL-4+ entre ambos grupos de co-infección.  
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Figura 16. Análisis de la expresión de IL-4, IL-10 e IL-4/IL-10 en M monoinfectados y co-
infectados con RVh y VIA por citometría de flujo. 
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Figura 17. Expresión de IL-4 en M monoinfectados y co-infectados con RVh y VIA. ANOVA 
de una vía P<0.0001. Prueba de comparación múltiple de Tukey, n=3. *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001.  
 
Los M M2c se caracterizan en parte por la producción de IL-10, citocina ampliamente 
conocida por tener funciones antinflamatorias. En el cuadrante inferior derecho de 
cada dot plot se muestra la población positiva para IL-10. La infección de M con RVh 
y VIA (monoinfección y co-infección) no incrementaron el % de M IL-10+ en ninguno 
de los grupos experimentales, solo en el grupo de M  infectado con VIA se logró 
apreciar un ligero aumento a las 24 horas (P<0.05) (Figuras 16 y 18).  
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Figura 18. Expresión de IL-10 en M monoinfectados y co-infectados con RVh y VIA. ANOVA 
de una vía P<0.05. Prueba de comparación múltiple de Tukey n=3. *P<0.05.  
 
En el cuadrante superior derecho de cada dot plot se muestra la subpoblación de M  
IL-4+/IL-10+. Como podemos observar en la siguiente grafica la infección con el RVh 
incrementó el % de M IL-4+/IL-10+ a las 48 horas en comparación con el grupo 
control (basal) (P<0.05) y a las 24 horas (P<0.05). Con respecto a la infección de 
M con VIA se observó un comportamiento similar, VIA incrementó el % de M IL-
4+/IL-10+ a las 48 horas post-infección.  
 
En los grupos de co-infección viral también se logró observar esta subpoblación IL-4+, 
IL-10+, aunque en menor medida (Figuras 16 y 19).  
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Figura 19. Co-expresión de IL-4/IL-10 en M monoinfectados y co-infectados con RVh y VIA. 
ANOVA de una vía P<0.01. Prueba de comparación múltiple de Tukey, n=3. *P<0.05.  
 
Interesantemente, se observó que las subpoblaciones de M IL-4+ e IL-4+/IL-10+ 
aparecieron a las 48 horas post-infección, mismo tiempo que disminuyó la 
subpoblación de M TNFα+.  
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9. DISCUSIÓN 
 
9.1. Modelo de diferenciación celular 
Para el estudio de cualquier tipo celular el cultivo primario siempre será la mejor opción, 
ya que las células conservan las características morfológicas del órgano del cual 
fueron aisladas. Además, al estar más cercanas a las células que las originaron, se ve 
reflejado en una mejor actividad y funcionalidad similar a la de su ambiente natural. 
Sin embargo, en ocasiones no es práctico usar células de cultivo primario para su 
estudio ex vivo, especialmente para el estudio de M humanos debido a su limitado 
tiempo de vida en cultivoe49. Otras desventaja es la variabilidad que existe entre los 
donadores, además en ocasiones el aislamiento de las células requiere de la donación 
de sangre o la recolección de un tejido específico mediante procedimientos invasivos 
y el número de células es una limitante en protocolos en donde se requiere grandes 
cantidades de células44.  
 
En nuestro estudio se decidió trabajar con la línea celular THP-1 ya que esta ha 
representado una buena alternativa y una valiosa herramienta para investigar la 
estructura y función de monocitos y M50. Sin embargo, para el estudio de M estas 
deben someterse a un proceso de diferenciación celular, en nuestro estudio se utilizó 
PMA, el cual ha sido ampliamente utilizado para este fin51,52. El PMA es un análogo 
estructural del diacilglicerol que activa directamente la proteína quinasa C o PKC tanto 
in vivo como in vitro. La activación de la PKC da como resultado su translocación del 
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citosol a la membrana y la fosforilación de múltiples proteínas sustratos53. PKC está 
implicada en la diferenciación celular, la maduración y la proliferación, por lo cual se 
ha utilizado para diferenciación de monocitos a M54.  
 
Existe una gran diversidad de concentraciones PMA utilizadas en la literatura, sin 
embargo, el uso de altas concentraciones se ha reportado que puede aumentar la 
expresión de algunos genes en M diferenciados, lo que podría abrumar el aumento 
de la expresión génica inducida por otros estímulos a estudiar55. El uso de altas 
concentraciones de PMA se ha observado que aumenta los niveles de expresión de 
genes asociados con la inflamación y aumenta la secreción de citocinas 
proinflamatorias, en comparación con bajas concentraciones de PMA. Por esta razón 
se decidió trabajar con bajas concentraciones49, en nuestra investigación probamos 
concentraciones de 20 y 40 nM de PMA por un tiempo de 48 horas con un tiempo de 
reposo de 24 horas.  
 
Después de un tiempo de reposo de 24 horas las células presentaron características 
macroscópicas de M. Además, en ambas concentraciones los M mostraron 
similares propiedades fagocíticas, por lo que morfológicamente no se encontró 
diferencia alguna entre ambas concentraciones. Sin embargo, al utilizar la 
concentración de 20 nM de PMA, los M presentaron una mayor viabilidad celular, por 
lo que se decidió utilizar esta concentración para los posteriores experimentos. 
Asimismo, se encontró que utilizando la concentración de 20 nM de PMA los M no 
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alteraron su producción intracelular de TNFα, IL-4 e IL-10 por citometría de flujo, ya 
que fueron muy similares en las proporciones de estás, indicándonos M cercanos a 
M0. Lo anterior, es de gran importancia, especialmente para estudios de polarización 
de M como fue nuestro objetivo. 
 
9.2. Modelo de monoinfección y co-infección: RVh y VIA. 
La mayoría de los estudios que han permitido conocer la respuesta de M contra el 
RVh se han realizados en modelos animales56 y en lavado broncoalveolar de pacientes 
infectados57, esto con el objetivo de estudiar principalmente el rol de RVh en la 
exacerbación asmática y en la enfermedad pulmonar obstructiva crónica.  
 
Sin embargo, algunos investigadores han implementado modelo de infección de RVh 
en M THP-1. Laza-Stanca et al, establecieron un modelo de infección utilizando la 
línea celular THP-1 empleando similares condiciones a las manejadas en nuestro 
modelo. M diferenciados con PMA fueron infectados con el RVh (MOI:1) por una 
hora, las células fueron lavadas e incubadas por 24 hora para posteriormente ser 
recuperadas y hacer la extracción del ARN viral. Los niveles intracelulares de RVh se 
determinaron mediante PCR en tiempo real. En base a estas condiciones ellos 
lograron observar que el RVh podría infectar eficientemente M THP-1 mostrándose 
las cargas virales más elevadas a las 8 horas, sin embargo disminuye progresivamente 
con el tiempo 58. En nuestro modelo también pudimos observar un similar 
comportamiento, M THP-1 fueron permisivos a la infección con el RVh, 
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observándose las cargas virales más elevadas a las 24 horas, aunque esta disminuyó 
significativamente a las 48 horas post-infección. A diferencia de nuestro estudio, ellos 
trabajaron con el rinovirus serotipo 16 (grupo mayor) el cual utiliza el receptor ICAM-1 
para su entrada, en cambio, en nuestro estudio se utilizó el RV1B (grupo menor) el 
cual utiliza el receptor de LDL para su entrada59. En base a estos resultados pudimos 
comprobar el establecimiento de la monoinfección de RV en la línea celular THP-1. 
Dentro de las principales razones por la cual la línea celular THP-1 pudiera ser 
permisiva a dicha infección puede ser debido a la baja producción de interferón α e 
interferón β, estos interferones se sabe que juegan un rol muy importante en la 
respuesta inmune antiviral60.  
 
El conocimiento de la respuesta de M contra VIA, a diferencia del RVh, es más 
amplio, se han establecido diferentes modelos para su estudio que van desde el cultivo 
primario, como los M derivado de monocitos humanos61 o M alveolares62, uso de 
diferentes cepas de ratones 63 y el uso de línea celulares monocíticas, como la línea 
celular THP-1. En nuestra investigación se logró establecer un modelo de 
monoinfección con el VIA H1N1 (MOI:1) en M THP-1, observándose grandes 
cantidades de material viral del VIA a las 24 horas post-infección, aunque, el número 
de copias disminuye significativamente a las 48 horas (P<0.001).  
 
Como se mencionó en un principio el RVh y el VIA son de los virus más identificados 
en causar infecciones respiratorias, además varios estudios han reportado que son 
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detectados causando co-infección en el hospedero. Incluso se ha reportado que el 
RVh es el virus más frecuentemente encontrado causado co-infección con el VIA36. 
 
En nuestro estudio se pudo establecer un modelo de co-infección en M THP-1 
utilizando el RV1B (grupo menor) y VIA H1N1 (A/Virginia/ATCC1/2009) empleando 
una MOI de 1 para cada virus, dicho modelo fue comprobado por medio de qRT-PCR. 
En base a nuestros resultados pudimos observar que la co-infección entre ambos virus 
puede co-existir al mismo tiempo en M THP-1, debido a que se detectaron elevadas 
cantidades de copias de ambos virus en lo grupos de co-infección.  
 
Interesamente se observó que la infección previa con el RVh disminuyó la carga viral 
del VIA en M THP-1. González et al., establecieron un modelo de co-infección entre 
el RV1B y VIA H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934) en ratones BALB/c, ellos observaron que 
la infección de ratones con RV1B 2 días antes de la infección con el VIA H1N1 no 
reduce los títulos virales de este último 64. A diferencia de nuestros resultados, nosotros 
logramos observar una disminución significativa (P<0.0001) de la carga viral de VIA 
cuando fue infectado previamente con el RVh por 24 horas (Figura 12).  
 
De manera contraria, se observó un aumento de la carga viral de RVh cuando fue 
infectado previamente con el VIA por 24 horas, sin embargo, no fue un resultado 
significativo (Figura 11). 
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9.3. Efecto de la monoinfección y co-infección con RVh y VIA en la polarización 
de M 
El efecto en la polarización de M por microorganismos ha sido ampliamente 
estudiado hoy en día. La polarización a M1 de M0 está asociado con la protección 
durante enfermedades infecciosas agudas65. Algunos ejemplos de bacterias como 
Listeria monocytogenes66, Salmonella typhi y Mycobacterium tuberculosis67 
promueven la polarización de M a un fenotipo M1, dentro de los mecanismos de 
señalización se incluyen la activación de NF-kβ y la estimulación de la vía PI3K. En 
cambio, otras bacterias son capaces de reprogramar el fenotipo de los M a M2, tal 
es el caso, de la infección causada por Brucella abortus, la cual está asociada con la 
polarización M2 mediada por IL-10 y esto promueve el desarrollo de la cronicidad en 
esta infección68. 
 
Varios estudios han demostrado que las infecciones causadas por virus también 
pueden afectar el estado de polarización de los M, tal es el caso de la infección por 
el virus sincitial respiratorio que se ha reportado incrementa la expresión de citocinas 
proinflamatorias, como TNFα, en líneas celulares de M murinos y M alveolares 
humanos69.  
 
En nuestro estudio se evaluó si la monoinfección del RVh y el VIA podían tener un 
efecto en la polarización de M, y si esto pudiera promover la co-infección viral. Dentro 
de nuestro estudio se logró observar que el RVh y VIA inducen un aumento en el % de 
M TNFα + a las 24 horas de infección por citometría de flujo. Además, estos 
56 
 
resultados fueron corroborados por ELISA para TNFα, donde se observó un aumento 
en la producción de esta citocina en M infectados con RVh y VIA a las 24 horas, 
siendo este último un mayor inductor de citocina. TNFα ha sido ampliamente utilizado 
como un marcador distintivo de M170 por lo que se infiere que a tiempos tempranos de 
la infección M muestran un fenotipo M1. En base a estos resultados se observó que 
RVh estimula la producción de TNFα. Laza-Stanca et al., observaron resultados 
similares, RV16 aumentó la producción de esta citocina a las 24 horas post-infección 
en M THP-1, mostrando los mayores niveles a las 48 y 72 horas. Además, se ha 
reportaron que la producción de TNFα en M infectados con RVh fue dependiente de 
NF-B.58  
 
Similarmente a la infección con el RVh, se observó que la infección con el VIA induce 
la polarización de M a M1 a las 24 horas, esto se pudo comprobar debido al aumentó 
en el % de M TNFα+ por citometría de flujo y a la alta producción de esta citocina por 
ELISA. Geiler et al, observaron una alta producción de TNFα en M derivados de 
monocitos cuando fueron infectados con distintos subtipos  de VIA.48  
 
En base a los resultados de citometría de flujo se observó que RVh y VIA 
(monoinfecciones) inducen la polarización de M M1 a las 24 horas de infección, sin 
embargo, a las 48 horas se observó un predominio de M M2a y M2 (IL-4+ e IL-10), 
Zhao et al., en base a sus resultados reportaron un comportamiento similar, M 
alveolares de ratones C57BL/6 mostraron un incremento de marcadores relacionados 
con  M M1 en las primeras horas de infección cuando son infectados con diferentes 
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subtipos del VIA, no obstante, este fenotipo se pierde con  el tiempo y  M mostraron 
marcadores de polarización M2 o inmunosupresivos (M IL-10+) en etapas más 
tardías de la infección71. Existen antecedentes que el virus de VIH ha mostrado tener 
un efecto similar cuando infecta M. Durante las primeras etapas de la infección los 
M muestran un fenotipo M1 con una alta producción de IFNγ, IL-2, IL-12; mientras 
en etapas posteriores hay un cambio de M1 a M2 con alta producción de IL-4, TGFβ e 
IL-1072.  
 
La co-infección del RVh y VIA aumento significativamente el % de M IL-4+ y aumento 
el % de M IL-4+/IL-10, por lo que podemos inferir que hay una mezcla de 
subpoblaciones a este tiempo. 
 
Estudios clínicos y epidemiológicos sugieren que la co-infección del RVh y el VIA 
puede reducir la gravedad de la enfermedad y propagación viral de este último73,74. 
González et al., observaron que ratones BALB/c infectados con RV1B y posterior co-
infección con el VIA H1N1 (A/Puerto Rico/8/1934) presentan mayor % de 
sobrevivencia, mejor % de peso y un menor score clínico al utilizar una dosis baja o 
media del VIA64. M M1 se sabe hoy en día que son grandes productores de TNFα, 
una citocina implicada en la tormenta de citocinas proinflamatorias en pacientes 
hospitalizados con infecciones graves de influenza. En base a nuestros resultados 
podemos inferir dicho comportamiento puede deberse en parte a que la co-infección 
de RVh y VIA promueve la generación de fenotipos de M M2 (M IL-4+ y M IL-
58 
 
4+/IL-10+) o antinflamatorios que podría explicar en parte la disminución de la 
gravedad.  
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10. CONCLUSIÓN 
 
Rinovirus Humano 1B induce la polarización de los M a M1 en la etapa temprana de 
la infección y a M2 en la etapa tardía, sin embargo, se establece la co-infección del 
Virus de la Influenza A H1N1. 
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11. PERSPECTIVAS A FUTURO 
 
• Evaluar otros marcadores de polarización relacionados M M1 y M M2. 
• Evaluar la producción de IL-4 e IL-10 por ELISA. 
• Evaluar la co-infección a las 48 horas. 
• Evaluar la expresión de interferones tipo I 
• Evaluar la expresión de los receptores de entrada RVh y VIA en la monoinfección 
y co-infección.  
• Analizar los genes estimulados por interferón (ISG). 
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